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I Es warden rekonstituierte Lipoproteine hoher 
Dichte (rlHDL) aus Apolipoproteinen und Lipi- 
den hergestellt, indem eine wdsserige Apolipo- 
proteln-Losung mit einer Konzentration von 1 - 
40 g Protein/1 mIt elner wasserigen Lipld- 
Detergens-Losung, die frei von organischen Lo- 
sungsmittel sein kann, gemischt wird, wobei 
das vno\are Verhaltnis Lipid zu Detergens von 
1 :0.5 bis 1 :4 und das Gewichtsverhaltnis Apoli- 
poprotBin zu Lipid 1 :1.5 bis 1 :5 betragt, die 
erhaitene Apolipoprotein-Lipid-Detergens-Mi- 
schung anschliessend bei einer Temperatur inn 
Bereich der Phasenumwandlungstemperatur ± 
icrc des Lipids in Wasser inkubiert wird, und 
das Detergens mtndestens teilweise abgetrennt 
wird. 

Die rHDL sind nutzlich fur verscliiedene pro- 
phylaktrsche und therapeutische Behandlun- 
gen von Krankheiten, die in einem 
Zusammenhang mit UpkJen und lipidahnlichen 
Stoffen stehen. Das vorliegende Verfahren ist 
t>esonders fur die technische und industrietle 
Herstellung geeignet 
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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein 
Verfahren zur Herstellung von rekonstituierten Lipo- 
proteinen {reconstituted High Density Lipoproteins; 
rHDL) aus Apolipoproteinen und Lipiden im industri- 
ellen Massstab. Die rHDL haben die Eigenschaft, 
dass sie Lipide und lipidahnliche Stoffe im Organis- 
mus binden, transportieren und deren Aktivitaten be- 
einflussen kdnnen. Die rHDL sind demzufolge nutz- 
iich fur verschiedene prophylaktische und therapeu- 
tlsche Behandlungen von Kranklieiten, die in einem 
Zusammenhang nnit Lipiden und lipidahnltchen Stof- 
fen stehen. 

Die Lipoproteine des menschlichen Blutes kon- 
nen eine Reihe von unterschiedlichen Funktlonen 
ausuben. Eine gut untersuchte und bekannte Funkti- 
on von Lipoproteinen istder Transport von Lipiden. Li- 
poproteine haben die Fdhigkeit, wasserunldsliche Li- 
pide aufzunehmen, in wasserigem Milieu zu trans- 
portieren und an iliren Zielort zu bringen. Seit lange- 
rer Zeit werden die einzelnen Klassen der Lipoprotei- 
ne im Zusammenhang mit Storungen des Lipldstoff- 
wechsels naher untersucht. In den meisten westli- 
chen Landern konnte mittels epidemiologischer Stu- 
dien eine positive Korrelation gezeigt werden zwi- 
schen Herz- Kreislauferkrankungen und hohem Plas- 
macholesterin oder hohem LDL-Cholesterin {Low 
Density Upoprotein - Cholesterin). und eine negative 
Korrelation zu hohem HDL oder hohem HDL-Chole- 
sterin. Obschon eine ganze Reihe von Medikamenten 
auf dem Markt erhSltlich sind, welche eine Lipid-sen- 
kende Wirkung gezeigt haben. ist denkbar. dass in 
gewissen Situationen eine Substitution von geeigne- 
ten Lipoproteinen angezeigt tsL Fur solche Falle kom- 
men in erster Linie die "guten" Lipoproteine wie die 
HDL in Frage, oder HDL-ahnliche Partikel, wie aus 
isolierten Apolipoproteinen und geeigneten Lipiden 
rekonstltuierte HDL (rHDL). 

Neben den Lipiden, welche durch die Nahrung 
aufgenommen werden, kdnnen von den Lipoprotei- 
nen auch andere Lipide oder lipidahnliche Stoffe 
transportiert oder gebunden werden. Beispielsweise 
k5nnen Bestandteile von abgestorbenen Zellen an Li- 
poproteine gebunden werden und einer neuen Funk- 
tion zugefOhrt werden. Es kdnnen aber auch lipidahn- 
liche Stoffe an Lipoproteine gebunden werden, wie 
z.B. Lipopolysaccharid (LPS). Lipopolysaccharide 
Oder Endotoxine sind Bestandteile von Membnanen 
gramnegatlver Bakterien. Falls genugend grosse 
Mengen von Endotoxin in den Krelslauf gelangen 
kann dies zu septlschem Schock Oder sogar zum To- 
defuhren. Als Folge der BIndung von LPS an Lipopro- 
teine kann die Funktion oder Aktivitat des LPS modu- 
liert werden. Die Aktivitat von LPS kann in vivo und in 
vitro durch Zugabe von Lipoproteinen oder lipopro- 
teinahnlichen Partikein erheblich beeinflusst werden. 
So konnte gezeigt werden. dass in vivo die Zugabe 
von rekonstituiertem HDL die Bildung von 
Tumorneiirosisfafftor (TNF), einem wichtigen Media- 



tor der Sepsis, gehemmt werden kann. In vivo konn- 
ten somit durch Zugabe von HDL oder rHDL die Sym- 
ptome des Schocks erheblich reduziert werden. 
Neben Wechselwtrkungen von Lipoproteinen 
5 Oder rekonstituierten Lipoproteinen mit Lipiden oder 
lipidihnlichen Substanzen sind auch Wechselwirkun- 
gen von Lipoproteinen mit Proteinen beschrieben 
worden: 

- Lipoproteine konnen mit einzelnen Komponen- 
10 ten des Komplementsystems Wechselwirkun- 

gen eingehen und dadurch deren Aktivitat be- 
einflussen; 

- ebenfalls sind Komponenten des Gerinnungs- 
systems bekannt. welche in der Lipoprotein- 

15 fraktion zu finden sind, das heisst, assozliert 

sind mit bestimmten Lipoproteinen; 

- Akutphasenproteine wie das Serum Amyloid A 
(SAA) sind in der HDL Fraktion gefunden wor- 
den; 

20 - und weiter kann die Adsorption von gewissen 

Proteinen an Oberflachen durch Vorbehand- 
lung mit Lipoproteinen beeinflusst werden. 
Lipoproteine kdnnen aber auch durch spezifi- 
sche oder unspezlf ische Bindung an Zellen deren Ak- 
25 tivitat beelnflussen: 

- Die Aktivlerbarkelt von Plattchen kann durch 
Bindung von HDL reduziert Oder durch Zugabe 
von LDLstimuliert werden; 

- Monozyten und Makrophagen besitzen eben- 
30 falls Rezeptoren fur Lipoproteine; die Bindung 

Oder Aufnahme von Lipoproteinen kann zu An- 
derungen der AktlvitSten dieser Zellen fuhren; 

- Die Aktivitat von weiteren Zellen des Immunsy- 
stems wie die Neutrophilen kann ebenfalls 

35 durch Bindung von Lipoproteinen modifizlert 

Oder moduliert werden; 

- Welter kann auch das Zellwachstum von Tu- 
morzellen, gezeigt am Beispiel der 
Glyoblastomazellen, durch Lipoproteine beein- 

40 f lusst werden. 

in der Literatur sind ferner Berichte zu finden, 
welche Wechselwirkungen von Lipoproteinen mit Pa- 
thogenen beschreiben, beispielsweise wird Lipopro- 
teinen eine anti-mikrobielle Aktivitat zugeschrieben. 

45 ' Es wurde gezeigt, dass Viren mittels Lipoproteinen in- 
aktiviert werden kdnnen, oder am Beispiel von Trypa- 
nosomen konnten Parasiten beeinflusst bzw. ge- 
hemmt werden. 

Diese Beispiele zelgen vielfaltige Mdglichkelten 

50 fur den EInsatz von Lipoproteinen oder rHDL fur pro- 
phylaktische und therapeutische Anwendung. 

Die Lipoproteine werden in vier Hauptklassen 
aufgetellt: Chylom I kronen, dies sind Partikel, welche 
vorwtegend aus Trigtyceriden bestehen und norma- 

55 lerweise nur nach fetthaftigen Mahlzeiten in grfisse- 
ren Mengen im Plasma auftauchen. VLDU Very Low 
Density Lipoproteins, LDL, Low Density Upoproteins, 
und HDL, Higit Density Lipoproteins. Die Nomenkla- 
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tur ist abgeleitet von der Isolierung der Lipoproteine 
mitteis Ultrazentrifugation. Mit dieser Methode wer- 
den die Lipoproteine auf klassische Art und Weise in 
einem Dtchtegradienten isoliert. Diese Methode ist 
nur fur den Labormassstab anwendbar, da sie zeitlich s ' 
und apparativ sehr aufwendig ist Bestenfalls konnen 
damit In einigen Tagen einige Huhdert Milligramm Li- 
poproteine Oder Apolipoprotelne gewonnen werden. 
Andere Methoden zur Isolierung von 
Apolipoproteinen oder Lipoproteinen sind ebenfalls 10 
seit lingerer Zeit bekannt; sle basieren vielfach auf 
der FSIIung mitteis divalenten Kationen und/oder bei- 
spielswelse Polyethylengiycol oder Dextran. Eine 
weitere Mdglichkeit zur Isolierung von 
Apolipoproteinen ist die Fallung mitteis Alkoholfrak- is 
tionierung, wie dies im Patent Nr. EP 0 329 605 B1 be- 
schrieben wurde. Mit dieser letzteren Methode ist es 
mdglich, grdssere Mengen von Apolipoprotein A-l 
(apoA-i) Oder Fraktionen. welche angereichert sind 
an apoA-K zu isolleren und f urtherapeutische Anwen- 20 
dungen zur Verfugung zu stellen. Mit so isoliertem 
apoA-l Oder Proteinf raktionen angereichert an apoA- 
I wurden eine Reihe von Versuchen durchgef iihrt, so- 
wohl in Tieren als auch an Menschen. Anhand dieser 
Versuche konnte einersetts die Sicherheit dieser Pro- 25 
dukte bezuglich Viren gezeigt werden, aber auch 
dass apoA-l in der verwendeten Form zu keinerlei be- 
deutenden Nebenreaktionen an Mensch oder Tier 
fGhrt. Allerdings konnte mit in vitro Versuchen keine 
der gewu nschten Aktivitdten wie beispielsweise Cho- 30 
lesterin Transport oder Wirkung von apoA-l auf Zellen 
wie Neutrophile, Makrophagen, Monozyten oder 
Plattchen gefunden werden. Bei in vivo Versuchen 
wurden sowohl im Tier als auch im Menschen sehr 
kurze IHalbwertszeiten von apoA-l im Plasma beob- 35 
achtet. Aufgrund des Molekulargewichts von freiem 
apoA-l (28*000 Dalton) besteht die'M5gltchkeit, dass 
apoA-l durch die Niere ausgeschieden wird. Es konn- 
te tatsachlich im Urin von Kaninchen apoA-l nachge- 
wiesen werden. Diese Resultate bedeuten. dass so 40 
infundiertes apoA-l in grosseren Mengen nicht in die 
gewunschte Lipoproteinfraktion verteilt wird. Das 
apoA-l wird deshalb wegen seiner kurzen Halbwerts- 
zeit in vivo hochstens wahrend einer sehr kurzen 
Zeit seine Wirkung ausuben kdnnen. Eine geeignete- 45 
re Darreichungsform ist deshalb, das apoA-l in einem 
Lipoprotein oder lipoproteinShnlichem Parti kel zu in- 
fundieren. 

Methoden zur Herstellung von rekonstituierten 
Lipoproteinen sind in der Literatur beschrieben, ins- so 
besondere furdie Apolipoprotelne A-l, A-ll,A-IV,apoC 
und apoE (A. Jonas, Methods in Enzymology 128, 
553-582 (1986)). Das haufigste Lipid, das fur die Re- 
konstitutlon angewendet wird. ist Phosphatidylcholin, 
entweder aus Eiern oder aus Sojabohnen extrahiert. 55 
Andere Phospholipide werden ebenfalls eingesetzt, 
ebenso Lipide wie Triglyceride oder Cholesterin. Zur 
Rekonstitutton werden die Lipide zuerst in einem or- 



ganischen Ldsungsmittel aufgeldst, welches an- 
schliessend unter Stickstoff abgedampft wird. Bei 
diesem Vorgehen wird das Lipid in einem dunnen Film 
an eine Glaswand gebunden. Danach wfird das 
Apolipoprotein und ein Detergens, normalerweise 
Natriumcholat, zugegeben und gemischt. Das zuge- 
gebene Natriumcholat bewirkt eine Dispersion der Li- 
pide. Nach einer geeigneten Inkubationszeit wird die 
Mischung gegen grosse Mengen von Puffer w§hrend 
Idngerer Zeit dialysiert; da bei wird einerseits das 
Natriumcholat grosstentei Is entfernt. und gleichzeitig 
lagern sich spontan Lipide und Apolipoproteine zu Li- 
poproteinen Oder sogenannten rekonstituierten Lipo- 
proteinen zusammen. Als Alternative n zur Dialyse 
stehen hydrophobe Adsorbentien zur Verfugung, wel- 
che spezifisch Detergentien adsorbieren kdnnen 
(Bio-Beads SM-2, Bio Rad; Amberlite XAD-2. Rohm 
& Haas) (E.A. Bonomo, J.B. Swaney, J. Lipkl Res. 29, 
380-384 (1988)), Oder die Abtrennung des Detergens 
mitteis Gelchromatograf ie. Lipoproteine k5nnen auch 
ohne Detergenzien hergestellt werden, beispielsweh 
se durch Inkubation einer wasserig en Suspension ei- 
nes geeigneten Lipids mit Apolipoproteinen, Zugabe 
von Lipid, gelost in einem organischen Losungsmittel, 
zu Apolipoproteinen, mit oder ohne zusatzliche Er- 
warmung der Mischung, oder durch die Behandlung 
einer apoA-1 - Lipid - Mischung mit Ultraschall. Mit 
diesen Methoden kdnnen ausgehend z.B. von apoA- 
I und Phosphatidylcholin scheibenfdrmige Partikel 
erhalten werden. welche nascierenden Lipoproteinen 
entsprechen. Anschliessend an die Inkubation wer- 
den gewdhnlich ungebundenes Apolipoprotein und 
freies Lipid mitteis Zentrifugation oder 
Gelchromatograf ie abgetrennt, urn die homogenen, 
rekonstituierten Lipoprotein Partikel zu isolieren. 

In der US-A-5 128 318 ist ein Verfahren fur die 
Herstellung von rekonstituiertem HDL beschrieben. 
worin Phosphatidylcholin mit Hilfe eines organischen 
Losungsmittets in Losung gebracht werden. 

Die oben beschriebenen Methoden zur Herstel- 
lung von rekonstituierten Lipoproteinen sind nur fur 
kleinere Mengen von einigen Milligramm bis hoch- 
stens einigen Gramm im Labormassstab geeignet: 

- hohe Verdunnungen der Losungen in Zwi- 
schenprodukten verunmoglichen die Verarbei- 
tung der Mischungen in der geforderten Zeit; 

- die Infrastruktur fur die grossen Volumen ist 
normalerweise nicht vorhanden; 

- die verwendeten organischen Ldsungsmittel 
sind nur bedingt umweltvertraglich; 

- die Endprodukte sind nicht Iagerf3hig; 

- die Konzentration der Endprodukte ist zu go- 
ring, die in den Patienten zu infundierenden 
Volumen waren zu gross; 

- die Produkte mussen normalerweise welter ge- 
relnigt werden, beispielsweise mitteis 
Gelchromatografie um ungebundenes Lipid 
Oder ungebundenes Protein von den rHDL Par- 
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tikein abzutrennen.. 

Weiter ist in A. Hubsch et al.» Circulatory Shock 
40, 14-23 (1993) ein Verfahren zur Herstellung von 
rekonstituierten Upoproteinen beschrieben, worin ein 
Verhaltnis Apolipoprotein zu Lipid von 1 :200 verwen- s 
det wird. Dieses Vorgehen hat zur Folge, dass das er- 
haltene Produktelnen betrdchtlichen Anteil an frelem 
Lipid aufweist, was seine therapeutische Anwendbar- 
keit ungunstig beelnflusst 

Fur die therapeutische Oder prophylaktische An- io 
wendung von rHDL am Menschen sind pro Dosis 
rHDL Mengen im Gramm Bereich notwendig, um si- 
gnifikante Steigerungen dee apoA-l - oder HDL - 
Spiegels im Plasma zu erzlelen. Eine wirtschaftliche 
Produktion von rHDL fur klinische Anwendungen im is 
kg- Oder noch gr5sseren Massstab ist mit den oben 
beschriebenen Method en nicht mdglich. 

Es ist demzulblge die Aufgabe der vorilegenden 
Erf Indung ein Verfahren zur Herstellung von rHDL zur 
Verfugung zu stellen, welches frei von den oben an- 20 
gefuhrten Unzulanglichkeiten ist und dessen Produkt 
insbesondere keine grossen Anteile freies Lipid oder 
freles apoA-i enthalt. Ein Ziel besteht darin, ein Ver- 
fahren zur Verfugung zu stellen, das ohne Zusatz or- 
ganischer Losungsmittein durchgef uhrt werden kann. 25 
Es wurde gefunden. dass rekonstituierte Lipoprotei- 
ne, insbesondere rekonstituierte HDL (rHDL), mitein- 
fachen, schnellen und industriell anwendbaren Ver- 
fahren aus Apolipoproteinen und Lipiden hergestellt 
werden k5nnen. 30 

Gegenstand dervorliegenden Erf indung rstdem- 
zufolge ein Verfahren zur industriellen Herstellung ei- 
nes Priparates, das rekonstituierte Lipoproteinparti- 
kel enthalt, und bei einem Proteingehalt von 20 ± 2 gyi 
und einer Temperatur von 20^*0 ± 2**C eine Trubung 35 
von wentger als 40 NTU {Nephelometric Turibidity 
Unit) aufweist, aus Apolipoproteinen und Lipiden, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, dass eine w3s- 
serige Apolipoprotein-Ldsung mit einer Konzentration 
von 1 - 40 g Protein/I mit einer wasserigen Lipid-De- 40 
tergens-Losung gemischt wird, wobei das molare 
VerhSltnis Lipid zu Detergens im Bereich von 1:0.5 
bis 1:4.0 liegt und das Gewichtsverhaltnis 
Apolipoprotein zu Lipid im Bereich von 1:1.5 bis 1:5.0 
liegt, die erhaltene Apolipoprotein-Lipid-Detergens- 45 
Mischung anschliessend bei einer Temperatur im Be- 
reich der Phasenumwandlungstemperatur ± 10°C 
des Lipids in Wasser inkubiert wird, das Detergens 
durch Ausschluss nach Grosse oder Adsorption an 
ein Adsorbens soweit abgetrennt wird, dass sich Pro- so 
tein-Lipid Parti kel mit einem Durch messer von 5-50 
nm mit einer Masse von 50*000 bis I'OOO'OOO Dalton 
bilden, in welchen ohne weitere Reinigungsschritte 
sowohl mehr als 95% des eingesetzten Proteins als 
auch mehr als 90% des gesamten Lipids gebunden 55 
sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ebenfalls ein Verfahren zur industriellen Herstellung 



eines stabilen Lyophilisates, das rekonstituierte Lipo- 
proteinpartikel enthalt, aus Apolipoproteinen und Li- 
piden, das dadurch gekennzeichnet ist, dass eine 
wSsserige Apolipoprotein-Ldsung mit einer Konzen- 
tration von 1 - 40 g Protein/I mit einer wasserigen Li- 
pid-Detergens-Ldsung gemischt wird, wobei das mo- 
lare Verh31tnis Lipid zu Detergens im Bereich von 
1:0.5 bis 1:4.0 liegt und das Gewichtsverhaltnis 
Apolipoprotein zu Lipid im Bereich von 1:1.5 bis 1:5.0 
liegt, die erhaltene Apolipopmtein-Lipid-Detergens- 
Mischung anschliessend bei einer Temperatur im Be- 
reich der Phasenumwandlungstemperatur ± 10°C 
des Lipids in Wasser, nomalerweise im Bereich von - 
5 **C bis 42 '^C, Inkubiert wird, das Detergens durch 
Ausschluss nach Grosse oder Adsorption an ein Ad- 
sorbens soweit abgetrennt wird, dass sich Protein-Lt- 
pid Partikel mit einem Durchmesser von 5 - 50 nm mit 
einer Masse von 50*000 bis 1 '000*000 Dalton bilden, 
in welchen ohne weitere Reinigungsschritte sowohl 
mehr als 95% des eingesetzten Proteins als auch 
mehr als 90% des gesamten Lipids gebunden sind, 
wobei ein f lussiges Produkt erhalten wird, das bei ei- 
nem Proteingehalt von 20 ± 2 g/i und einer Tempera- 
tur von 20**C ± 2**C eine Trubung von weniger als 40 
NTU aufweisLund das enthaltene Produkt durch Lyo- 
philisation in Gegenwart eines Stabilisators ausge- 
wShlt aus der Gruppe der Kohlenhydrate, beispiels- 
weise durch Saccharose oder Mannit, stabilisiert 
wird. 

Die verwendeten Apolipoproteine sind beispiels- 
weise rekombinante Apolipoproteine, Apolipoproteine 
aus einer angereicherten Fraktion von Apolipoprotein 
A-l aus human em Plasma, Fragmente von 
Apolipoproteinen Oder naturliche, synthetische oder 
rekombinante Polypeptide mit amphipatischen Ei- 
genschaften. Die Fragmente von Apolipoproteinen 
sind erhaltlich durch chemische oder enzymatische 
Fragmentierung von naturlichen oder synthetischen 
Apolipoproteinen. Als Beispiel fur eine chemische 
Fragmentierung wird die Behandlung mit Bromcyan 
erwahnt Als Beispiele fur die enzymatische Spaltung 
werden Trypsin oder Chymotrypsin aufgef uhrt 

Die erfindungsgemass eingesetzte Lipid-Deter- 
gens-Losung enthalt als Lipid beispielsweise Phos- 
pholipid, das aus Sojabohnen oder Eiern stammen 
kann, Cholesterin, Cholesterin-Ester, Fettsauren 
Oder Triglyceride. Die Detergentien sind vorzugswei- 
se Gallensauren oder Saize davon z.B. Choisaure- 
Natriumsalz oder Natrium-Desoxycholsaure. Zur 
Solubilisierung der Lipide sind sind dabei keine orga- 
nischen Ldsungmittel erforderlich. 

Der in der vorliegenden Beschreibung angege- 
bene Temperaturwert von 20 ±2°C umfasst alle Wer- 
te, die in den Bereich 1 8 ""C bis 22 ""C fallen. Der Pro- 
teingehalt von 20 ± 2 g/l umfasst alle Konzentrationen 
im Bereich von 1 8 g/t bis 22 g/l. Die Angabe "Phasen- 
umwandlungstemperatur. ± 10 "^C" umfasst alle Tem- 
peraturwerte, die in den Bereich fallen, derzwischen 
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der Temperatur, die um 1 0 '^C tiefer ist als die Phasen- 
umwandlungstemperatur des entsprechenden Lipids 
in wasserigem Milieu und derjenigen, die 1 0 ''C uber 
diesem stoffspezif ischen Wert liegt Diese Werte lie* 
gen zwischen -5 "^C und 50 ®C. 5 

Bevorzugtes Ausgangsmaterial sind Lipoprotei- 
ne, die aus humanem Plasnna stanrmien, welche mit- 
tets geeigneten Methoden vireninaktiviert, wie z.B. 
pasteurisiertsind. Die bei diesem Vorgang entstehen- 
den denaturierten Proteine (Aggregate) werden an- io 
schliessend durch eine Inkubation bei leicht alkali- 
schem pH und leicht erhdhter Temperatur in Gegen- 
wart eines chaotropen Komponente wie z.B. Harn- 
stoff oderGuanidin-Hydrochiorid, renaturiert sodass 
nach umpuffern des Proteins in 10 mM NaCI >70% is 
des apoA-l In monomerer Form vorliegt (Bestlmmung 
mittels analytischer Size Exclusion Chromatography 
40 ^g apoA-l wurde aufgetragen auf eine TSK 
G3000SW Uitropac Sdule (LKB). in 10 mM Natriunv 
phosphat, 0.02% Natriumazid, pH 7.4, mit einem 20 
Fluss von 0.4 mi/min; Messung des Eluats bei 280 
nm). 

Im weiteren Verfahren werden Lipoproteine in 
hoher Konzentration gemischt mit einer Losung von 
Lipiden (Phospholipiden wie Phosphatidylcholin, 25 
Cliolesterin, Triglycertd, etc.) in einer Losung von Gal- 
Iens3uren Oder deren Saize (z.B. Cholat, 
Desoxycholat, Ursodesoxycholat) gemischt, wobet 
auf den Einsatz von organischen L5sungsmitteln ver- 
zichtet werden kann. Im Gegensatz zu Arbeiten be- 30 
schrieben von Hubsch et al. (Circulatory Shock 40, 
14-23 (1 993)), wird das VerhSltnis von Apdipoprotein 
zu Lipid so gewahit, dass sich im Endprodukt weder 
grossere Mengen von freiem Lipid noch von freiem 
Apolipoprotein f inden, so dass auf eine weitere Rei- 35 
nigung der rHDL verzichtet werden kann. Insbeson- 
dere wird das apoA-l: PC Verhattnis reduziert das 
wesentlich unter 1: 200 (M : M; Gewichtsverhaltnis 
ca. 1: 5.5) liegt namlich auf ein Verh3ltnis im Bereich 
von 1: 50 bis 1 : 180, und vorzugsweise von 1 : 100 40 
bis 1 : 150 (Molverhaltnis; entspricht etnem Ge- 
wichtsverhaltnis von 1: 2.8 bis 1: 4.2 fur apoA-l und 
PC aus Soja). Dies, kombiniert mit einer Diafiltrati- 
onsmethode, fuhrt zu einem Produktmit einem gerin- 
geren Gehalt an freien Lipiden (quantifiziert mittels 45 
Size Exclusion Chromatography, Gelf titration mittels 
Superose 6; s. unten), und gleichzeitig zu einer er- 
heblich tieferen Konzentration von Ga!lens3uren im 
Endprodukt; beides, hohe Gallensdure-Konzentratio- 
n en und hoher Gehalt an freiem PC, konnen in vitro so 
und in vivo zur Schadigung von Zellen fuhren, und 
mussen deshalb genau kontrolliert werden. Die 
Choi at konzentration wird einerseits optimiert auf das 
Verhaltnis apoA-l: PC und allenfalls glek:hzeitig ab- 
gestimmt auf weitere LipidzusStze, Insbesondere 55 
Cholesterin. Auch hler wurde die optimale Konzentra- 
tion bestimmt durch einen mdglichst kleinen Anteil 
freien Lipids und freien apoA-i im Endprodukt; fur ein 



rHDL Priparat mit einem apoA-l: PC VerhSltnis von 
1 : 1 50 wird ein molares Verhaltnis von Na-Cholat von 
1 : 200 gef unden (d.h. apoA-l: PC: Na-Cholat = 1 : 1 50: 
200 (M: M : M), wahrend der nachfolgend t>eschriebe- 
nan Inkubation). Nach einer Inkubation von 4 - 16 h 
bei O^'C - 2'>C (f QrPC aus Soja) wird die Konzentration 
der Gallensdure mittels Diaf titration gesenkt, mit e'h 
ner Ultrafiltrationsmembran von Porengrossen fur 
globulSre Proteine zwischen 1*000 und lOO'OOO 
Dalton, bevorzugt unter 30'000 Dalton. Der dazu be- 
ndtlgte Puffer weist eine tiefe lonenstSrke von unter 
1 00 mmol/l auf, vorzugsweise unter 10 mmol/l, bei ei- 
nem pH uber 6, vorzugsweise 7.5 - 9, und einen 
Zuckerge halt von beispielsweise 1% Saccharose; un- 
ter diesen Bedingungen genugen 1 bis maximal 2 I 
Puffer pro Gramm eingesetztes Protein, um einer- 
seits die nStige tiefe Detergenskonzentratton, und 
andererseits die gewunschte Parti kelgrSsse Vertei- 
lung zu erreichen; diese Puffervolumina sind um ein 
Vielfaches Meiner (10 - 200 x) als in frOher beschrie- 
benen Methoden. Falls ndtig, wird die Detergenskon- 
zent ration mit einem zusStzlichen Adsorptionsschritt 
mit Amber lite auf eine gewunschte Konzentration ein- 
gestellt Mit der oben erwahnten Technologie der Dia- 
f iltration wird das Produkt auf eine hohe Konzentra- 
tion von 10 - 50 g Protein/I eingestellt. und anschlie- 
ssend in Gegenwart eines Stabilisators wie Saccha- 
rose zu einem stabilen, lagerfahigen Endprodukt ver- 
arbeitet (flussig Oder lyophilisiert). Das Lyophilisat 
wird vor Anwendung mit Wasser aufgeldst, wobei eine 
klare. allenfalls leicht dpaleszente Ldsung erhalten 
wird, welche je nach Lipklgehalt leicht gelblich gefdrbt 
ist. In dieser Ldsung konnten die nach der Herstellung 
gemessenen rHDL Partikel (Disks, Scheibchen) in 
praktisch unveranderter Form wieder nachgewiesen 
werden; mittels Size Exclusion Chromatography v^ird 
ein Anteil von < 1 0% Aggregaten (grdsstenteils f reies 
Lipid) und ein Anteil von < 5% von freiem 
Apolipoprotein gefunden. Die im flussigen Endpro- 
dukt vor Oder nach - Lyophiiisation bestimmte Tru- 
bung liegt bei einer Proteinkonzentration von 20 9/1 
unter 40 NTU {Nephelometric Turbidity Unit), Der mit 
einem enzymatische Farbtest gemessene 
Cholatgehalt ist kleiner als 0.5 g Cholsaure^ 
Natriumsalz/g Protein (Die Gallensaurebestimmung 
erfolgt uber die Bildung von NADH in Gegenwart von 
NAD+ mit Hilfe der 3-a-Hydroxysteroid-dehydroge- 
nase; das gebildete NADH reagiert mit Nitrotetrazo- 
lium-Blau unter der katalytischen Wirkung von 
Diaphorase zu einem blauen Formazan-Derivat, wel- 
ches photometrisch bestimmt wird.). 

Die lyophilisierten rHDL liegen bei Betrachtung 
im Elektronenmlkroskop nach Aufldsen in einem ge- 
eignetem Volumen Ldsungsmittel. vorzugsweise 
Wasser, als scheibenformige Partikel, analog zu 
nascierenden HDL vor, die einen Durchmesservon 5 
- 50 nm nonmalerweise8 - 20 nm und eine Dicke von 
2 - 6 nm aufweisen. Mit Analysemethoden zur Be- 
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stimmung von Parti kelgrdssen und deren relative 
VerteilunQt beisptelsweise durch Gelfiltration {Size 
Exclusion Chromaiography) in etnem physiologic 
schen Puffer mit einer Superose® 6 HR 10/30 Sdule 
(Pharmacia Biotech) liegen mehr als 80% der Partikel 5 
im Molekutargewichtsbereich von 100*000 Dalton bis 
1 '000*000 Dalton. Ebenfalls bel mehr als 80% der 
Partikel liegt auf Grund einer Gradienten-GeUEIek- 
trophorese eine Molekulargewichtsverteilung im Be- 
reich von 50'000 bis rOOO'OOO Dalton vor (Methode io 
nach A.V. Nichols et al.. Methods in Enzymology 128, 
417-431 (1986)). 

Die einzige Figur dient zum besseren Verstand- 
nis der Erf indung und zur Stutzung der obigen Aus- 
f uhrungen; sie zeigt ein Elutionsdiagramm (At>sorpti- 15 
on-Elutionszeit Diagramm) von Gelfiltrationen von 
rHDL Parti kein, die durch den Einsatz von verschie- 
denen Verhdltnissen von apoA-l zu 
Phosphatidylchotin (Apolipoprotein zu Lipid-Verh3lt- 
nissen) hergestellt wurden. {High Performance Size 20 
Exclusion Chromatography von apoA-l und rHDL Par- 
ti keIn; Auftrennung von 200 ^g rHDL in 100 ^1 0.9% 
NaCI auf einer Superose® 6 HR 10/30 Saule 
(Pharmacia Biotech) in PBS (10 mM Natriumphos- 
phat. 1 50 mM NaCI, pH 7.4) mit einem FIuss von 0.5 25 
ml/min]. Die Absorption des Saulen-Eluats wurde ge- 
messen bei 280 nm (L.L. Rudel, C.A. Marzetta and 
F.L. Johnson* Methods in Enzymology 129, 45-57 
(1986)); zur Bestimmung des Gehaltes einzelner 
Fraktionen im Chromatogramm wird die FIdche unter 30 
der Kurve berechnet. Bei einer EJutionskurve des 1 : 
200 - Produktes ist ersichtlich, dass zu Beginn der 
Elution freie Lipide ausgewaschen werden, wdhrend 
dies bel den 1 : 100- und 1 : 150- Produkten nichtder 
Fall isL Zum Verglelch Ist ebenfalls die Kurve des rei- 35 
nen Apollpoproteins (apoA-l) angegeben. 

Die nachstehenden Beispiele dienen der Erlaute- 
rung der vorllegenden Erfindung. wobel diese nicht 
als Einschrankung der Erf indungsdefinition zu ver- 
stehen sind. 40 

Beispiel 1: 

Ein kg apoA-l wurde geldst in 500 I 0.15 mol/l 
NaCI. Die Lipidldsung wurde separat folgenderma- 45 
ssen hergestellt: Phosphatidylcholln aus Sojaboh- 
nenSI (Phospholipon 90®, Nattermann, Koln) wurde 
geldst in einem Puffer bestehend aus 10 mmol/l 
Tris/HCI. 150 mmol/l NaQ, 1 mmol/l EDTA, pH 8.0. 
2.8 kg Phosphatidylcholin und 2.325 kg Cholsaure so 
Natriumsalz wurden in diesem Puffer ad 100 I geldst 
Es wurde 1-2 Stunden geruhrt, und, falls notig, bis 
ca. 40°C aufgewarmt, bis die Losung klar war. An- 
schliessend wurde abgekuhit auf 4^C und 100 1 dieser 
Lipid-Cholat-Ldsung wurden gemischt mit 1 kg apoA- 55 
I In 500 1. Das Gemisch wurde uber Nacht bei 2 - 4''C 
langsam geruhrt Nach dieser Inkubation wurde steril 
f iltriert und bei 4*^0 diaf iltriert mit einem Pellicon mit 



PTGC-Cassetten, nominal molecular weigtrt limit 
(NMWL) ~ lO'OOO Dalton: zuerst mit 4 Volumen 5 
mnral/l Natriumhydrogencarbonatund anschliessend 
2 Volumen 1 0% Saccharose, wobel das Volumen des 
Produktes konstant gehalten wurde. Die Konzentra- 
tion wurde anschliessend langsam erhdht bis eine 
Proteinkonzentratlon von 20 g/l erreicht war. Diese 
Losung wurde wiederum steril f iltriert und in Fla- 
schen abgef ullt und anschliessend lyophilisiert. W3h- 
rend des ganzen Vorgangs wurde darauf geachtet, 
dass insbesondere die Lipidldsung geschutzt war vor 
Luft, Licht und allzu hohen Temperaturen. Das End- 
produkt aufgeldst in der geeigneten Menge Wasser 
weiche eine Proteinkonzentratlon von 20 ± 2 g/l er- 
gab, wies ein molares Verhaltnis von apoA-l zu 
Phosphatidylcholin von 1:100 auf (Md : Mol) auf, mit 
weniger als 5% f reiem Lipid, ohne messbare Antetle 
von f reiem Protein und einer Trubung von Meinerals 
40 IMTU. 

Beispiel 2: 

Zehn kg apoA-l wurden in 2000 110 mmol/l NaCI 
bereitgestellt 1.38 kg Cholesterin und 29.9 kg 
Cholsaure Natriumsalz wurden in 200 1 eines Puffers 
enthaltend 10 mmol/l Tris-HCI, 150 mmol/l Kochsalz 
1 mmol/l EDTA, pH 8.0 geruhrt. Die Temperatur wur- 
de erhdht bis auf 85''C und die Mischung zwei Stun- 
den geruhrt, bis die Ldsung klar war. Anschliessend 
wurde abgekOhIt auf 2(y*C und 27.9 kg 
Phosphatidylcholin wurden zugegeben. Die Ldsung 
wurde auf 4''C abgekuhit und 2 Stunden geruhrt. Die- 
se Mischung wurde zur Proteinldsung gegeben. es 
wurde gemischt. und anschliessend steril filtriert. 
Das Filtrat wurde uber Nacht (mindestens 1 6 Std.) bei 
4''C langsam geruhrt Anschliessend folgte eine Dia- 
filtration mit 4 Volumen 50 mmol/l NaCI. 1 mmol/l 
EDTA pH 7.5 wahrend 2-4 Stunden. Danach wurde 
welter diaf iltriert mit weiteren 2 Volumen 10 % Sac- 
charose. Diese Ldsung wurde anschliessend auf 20 
g/l Proteinkonzentratlon aufkonzentriert, steril fil- 
triert, abgefullt in Glasflaschen, und lyophilisiert. Die 
Flaschen wurden unter Vakuum verschlossen und bei 
4''C im Dunkein aufbewahrt. Mit dieser Methode wur- 
den rHDL in einem mdaren Verhditnis von apoA-l zu 
Phosphatidylcholin zu Cholesterin von 1:100:10 er- 
halten. 

Beispiel 3: 

Herstellung eines rHDL mit einem VerhSltnis von 
1:150 apoA-l zu Phosphatidylcholin: 3.08 kg 
Natriumcholat wurden geldst in 25 1 eines Puffers, 10 
mmol/l Tris HCI,10 mmol/l NaCI. 1 mmol/l EDTA, pH 
8.0. Darin wurden welter 4.2 kg Phosphatidylcholin 
wdhrend 2 Stunden bei Ftaumtemperatur geldst An- 
schliessend wurde 1 kg apoA-l in 200 110 mmol/l 
NaCI zugegeben und die Mischung uber Nacht bei 0 
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4**C inkubiert. Anschliessend wurde bei konstantem 
Volumen des Produktes diaf iltriert gegen 4 Volumen 
50 mmol/l NaCI, 1 mmol/l EDTA pH 7.5, wShrend 4 
Stunden. Welter wurde dtaf iltriert gegen 2 Volumen 1 
% Saccharose. Schliesslich wurde aufkonzentriert 
auf 20 g/l Protein. Die Saccharosekonzentratlon wur- 
de durch Zugabe von fester Saccharose auf 10% er- 
hdht Die Ldsung wurde steril filtriert und lyophillsiert. 

Belsplel 4: 

Herstellung eines rHDL mit einem apoA-l zu 
Phosphatidylcholin zu Choiesterin, Verhaltnis von 
1:100:10:4.61 kg Natriumcholat wurden geldst in 25 1 
eines Puffers enthaltend 10 mmol/l Tris-HCI, 10 
mmol/l NaCI. 1 mmol/l EDTA. pH 8.0. 138 g Cho- 
lesterln wurden be! 65*^0 2 Stunden in diesem 
Puffer Chotat Gemisch gel5st. Anschliessend 
wurde abgekuhit auf Raumtemperaturund 2.8 kg 
Phosphatidylcholin wurden wShrend 1 Stunde darin 
geldst. 1 kg apoA-l In 200 1 10 mmoi/l NaCI wurden zu- 
gegeben. Es wurde inkubiert wie bei dem vorherigen 
Beispiel ebenfalls diaf iltriert und aufkonzentriert wie 
oben. 

Beispiel 5: 

ApoA-l zu PC zu Choiesterin 1:150:10: 5.38 kg 
Natriumcholat wurden gel5st Puffer wie In Beispiel 3 
und 4 aufgefuhrt 180 g Choiesterin darin bei GS'^C 
wShrend 2 Stunden gel5sL Anschliessend wurden 4.2 
kg PC zugegeben und bei Raumtemperatur eine 
Stunde geldst Die Mischung wurde zugegeben zu 
200 1 apoA-l Losung. 5 g pro Liter in 1 0 mnrK>l/l NaCI, 
und uber Nacht bei 4^C inkubiert. Diafiltration und 
Herstellung des Endproduktes wie oben. 

Beispiel 6: 

Herstellung eines rHDL mit tiefem Natrium- 
cholatgehalt. Die rHDL wurden hergestellt wie in den 
Belspielen 1-5 aufgefuhrt Nach der Diafiltration und 
dem Aufkonzentrieren wurde ein Volumen rHDL Lo- 
sung gemischt mit Amberllte XAD-2 (2 Volumen) und 
diese Mischung wurde eine Stunde bei 4^C mit vor- 
sichtlgem Bewegen inkubiert. Nach der Inkubation 
wurde das rHDL abf iltriert. sterii filtriert und lyophill- 
siert wie in den Beispielen 1-5 dargestellt 

Beispiel 7: 

400 g apoA-l in 80 ml 10 mmol/i NaCI wurden ge- 
mischt mit einer Lipidlosung bestehend aus 1.86 kg 
Phosphatidylcholin. 1.23 kg Natriumcholat in einem 
Puffer wie unter Beispiel 3-6 beschrieben. Die Mi- 
schung wurde 16 Stunden bei 0 - 2?C inkubiert An- 
schliessend wurde diafiltriert mit 4 Volumen EDTA 
(0.1 mmol/l) und anschliessend 2-4 Volumen Sac- 



charose (1%) und schliesslich aufkonzentriert auf 21 
- 25 g/l Proteinkonzentration. Die rHDL-Ldsung wur- 
de danach eingestellt auf eine Endkonzentration von 
10 % Saccharose und 20 g/l Protein. Es wurde steril- 
5 filtriert und abgefQIlt In Portionen von 50 g (1 g rHDL 
in 100 ml Raschen) und lyophillsiert. 

Beispiel 8: 



10 Aus 980 kg Vorfallung IV (Kistler, P., Nitschmann, 

H.; Vox Sang. 7, 414-424 (1962)) wurden durch etha- 
nolische Fallung 11,2 kg Niederschlag apoA-l gewon- 
nen. Dieser wurde in dreifacher Menge 4 molarer 
Guanidin-Hydrochlorid Losung suspendiert. Das pH 

15 wurde auf 5.2 gestellt und wahrend 10 Stunden bei 
eo^'C pasteurisiert. Bei pH 7.5 und 45'*C wurde das 
Protein solubilisiert Anschliessend an eine KISrf iltra- 
tion erfolgte mit einer 1 0 mM KochsalzlSsung ein Puf- 
ferwechsel mittels einer Gelfiltration (Sephadex 

20 G25. Pharmacia Biotech). Es wurden 160 kg apoA-l 
Losung mit insgesamt 1040 g apoA-i erhalten. Die 
Proteinldsung wurde mit einer Lipidlosung wahrend 2 
bis 16 Stunden bei 0 bis 2''C inkubiert Die Lipidlo- 
sung wurde separat bei Raumtemperatur hergestellt: 

25 Phosphatidylcholin aus Sojabohnendl wurde geldst in 
einem Puffer bestehend aus 10 mmol/l Tris-HCI, 10 
mmol/l NaCI. 1 mmol/l EDTA. pH 8.0. In 26 kg dieses 
Puffers wurden 3203 g Natriumcholat und 4460 g 
Phosphatidylcholin gel5st Bei der folgenden Diafll- 

30 tration (NMWL = lO'OOO Dalton) wurde zuerst das 
Protein-Lipid-Gemisch auf einen Proteingehalt von 7 
g/l aufkonzentriert. Dann wurde gegen eine 1%-ige 
Saccharoselosung diafiltriert bis ein Cholatgehalt 
von weniger als 4 g/l erreicht wurde. Das pH wurde 

35 dabei immer auf mindestens 7.5 gehalten. Zuletzt 
wurde die Losung auf 25 g/l Protein aufkonzentriert 
und mit Saccharose stabilisiert Das Endprodukt ent- 
hielt 20 g/l apoA-l und 1 00 g/l Saccharose. In der Size 
Exclusion Chromatography wurden weniger als 5% 

40 freies Lipid und weniger als 1% freies apoA-l gefun- 
den. Das Protein-Upid-Gemisch wurde steri If iltriert. 
zu je 50 ml abgef ullt und lyophillsiert. Das Endprodukt 
aufgeldst in der geeigneten Menge Wasser wies ein 
molares Verhaltnis von apoA-l: Phosphatidylcholin 

45 von 1 : 140 [Mol: Mol] auf, und ein Gehalt an 
Cholsaure Natriumsalz von 0.25 g/g Protein. 



Patentanspruche 

so 

1. Verfahren zur industriellen Herstellung eines 
Praparates. das rekonstituierte Lipoproteinparti- 
kel enthalt und bei einem Proteingehalt von 20 ± 
2 g/l und einer Temperatur von 20''C ± 2''C eine 
55 TrQbung von weniger als 40 NTU aufweist aus 

Apolipoprotelnen und Lipiden. dadurch gekenn- 
zeichnet dass eine wdsserige Apolipoprotein- 
Lfisung mit einer Konzentration von 1 - 40 g Pro- 
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tein/t mit einer w3sserigen Lipid-Detergens-Ld- 
sung gemischt wird, wobei das molars Verhaltnis 
Lipid zu Detergens im Bereich von 1:0.5 bis 1:4.0 
liegt und das Gewichtsverhditnis Apolipoprotein 
zu Lipid im Bereich von 1:1.5 bis 1:5.0 liegt die er- 5 
haltene Apdipoprotein-Lipid-Detergens-Mischung 
anschllessend bei einer Temperatur im Bereich 
der Phasenumwandlungstemperatur ± 10^*0 des 
Lipids in Wasser inl<ubiert wIrd, das Detergens 
durch Ausschluss nach Grosse oder Adsorption io 
an ein Adsorbens soweit abgetrennt wird, dass 
sich Proteln-Lipid Partll^el miteinem Durchmes- 
ser von 5 - 50 nm mit einer Masse von 50*000 bis 
1*000*000 Dalton bilden, in welchen ohne weitere 
Reinigungsschritte sowohi mehr als 95% des ein- is 
gesetzten Proteins als auch mehr als 90% des 
gesamten Lipids gebunden sind. 

2. Verfahren zur industriellen Herstellung eines sta- 
bilen, rekonstituierte Lipoproteinpartikel enthal- 20 
tenden Lyophilisates, aus Apolipoproteinen und 
Liplden, dadurch gekennzeichnet, dass eine was- 
serige Apolipoprotein-Losung mit einer Konzen- 
tratlon von 1 - 40 g Proteln/I mit einer wasserigen 
Lipid- DetergenS'Losung gemischt wird, wobei 25 
das molare Verhaltnis Lipid zu Detergens im Be- 
reich von 1 :0.5 bis 1 :4.0 liegt und das Gewichts- 
verh§ltnis Apolipoprotein zu Lipid im Bereich von 

1 :1 .5 bis 1 :5.0 liegt, die er haltene Apolipoprotein- 
Lipid-Detergens-Mischung anschllessend bei el- so 
rier Temperatur Im Bereich der Phasenumwand- 
lungstemperatur ± lO^C des Lipids in Wasser in- 
kubiert wird, das Detergens durch Ausschluss 
nach Grosse oder Adsorption an ein Adsorbens 
soweit abgetrennt wird, dass sich Protein-Lipid 35 
Parti kel miteinem Durchmesservon 5- 50 nm mit 
einer Masse von SO'OOO bis rOOO'OOO Dalton bil- 
den, in welchen ohne weitere Reinigungsschritte 
sowohi mehr als 95% des eingesetzten Proteins 
als auch mehr als 90% des gesamten Lipids ge> 40 
bunden sind, wobei ein flussiges Produkt erhal- 
ten wird, das bei einem Proteingehalt von 20 ± 2 
g/1 und einer Temperatur von 20*^0 ± 2**C eine 
Trubung von weniger als 40 NTU aufweist.und 
das enthaltene Produkt durch Lyophilisation in 4S 
Gegenwart eines Stabilisators ausgewdhlt aus 
der Gruppe der Kohlenhydrate stabilisiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die wasserige Apolipoprotein- so 
Losung im wesentlichen f rei von organischen Ld- 
sungsmitteln isL 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Abtrennen des 55 
Detergens durch Ausschluss nach Gr5sse durch 
Ultrafiltration erfolgt, wobei hdchstens 2 1 Puffer 

pro g Protein verwendet werden. 



5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass nach Inkubation des 
Lipid-Apolipopratein-Detergens-Gemisches das 
Detergens mittels Adsorption an ein hydropho- 
bes Adsort)ens entweder durch Batch Adsorptk>n 
Oder durch Saulenverfahren gebunden wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet. das das hydrophobe Adsorbens ein un- 
15sliches vernetztes Polystyrol-Copolymer ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Lipid-Detergens- 
Losung Phospholipide. Cholesterin, CHolesterin- 
Ester, Fettsauren und/oder Triglyceride enthalt. 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet dass als Apolipoprotein 
eine aus humanem Plasma an Apolipoprotein A- 
I angereicherte Fraktion eingesetzt wird, welche 
durch mindestens einen Vireninaktivierungs- 
schritt mittels lnkubatk>n in einer wasserigen La- 
sung eines chaotropen Stoffes und einer an- 
schliessenden Umpufferung In eine Losung mit 
einer lonenstarke von weniger als 50 mmol/1, be- 
handelt wurde, wonach mehr als 70 % des Lipo- 
proteines in monomerer Fonm voriiegen. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet dass die Lipki-Detergens- 
Ldsung im wesentlichen Phospholipide als Llpid- 
komponente enthSlt. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet dass das Phospholipid 
synthetisches Phosphatidytcholin ist. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet dass das Phospholipid 
ein naturliches Phospholipid, vorzugsweise ein 
aus Sojabohnen Oder Eiern extrahiertes Phos- 
pholipid ist 

12. Verfahren nach Anspruch 11. dadurch gekenn- 
zeichnet dass das Phospholipid Soja-Phospha- 
tidylcholin ist. und die lnkut)ation der Apolipo- 
protein-Lipid-Detergens Mischung bei einer Tem- 
peratur von 0 - 15®C erfolgt 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet dass das eingesetzte 
Detergens aus der Klasse der Gallensauren oder 
einem Salz davon ausgewdhlt ist 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet dass das Detergens Cholsdure- 
Natriumsalz oder Natrium-Desoxycholsdure ist 
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1 5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet dass die wSsserige 
Apolipoproteinl5sung als Apolipoproteine, 
. rekombinante Apolipoproteine. Apoiipoproteine 

aus einer angereicherten Fraktion von 5 
Apolipoprotein A-l aus humanem Plasma, Frag- 
mente von Apotipoproteinen oder geeignete na- 
turlichd, synthetische oder rekombinante Poly- 
peptide mit amphipatischen Eigenschaften ent- 
hdlt 10 

1 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15 da- 
durch gekennzeichnet, dass nach der Inkubation 
des Lipid-Apolipoprotein-Detergens-Gemlsches 

der Gehalt des Detergens mittels Dialyse oder 15 
Diaf titration auf eine Konzentration von unter 0.5 
g Detergens pro g Protein gesenkt wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, dass vor oder nach der 20 
Abtrennung des Detergens die Proteinkonzen- 
tration mittels Diaf iltration auf 10 - 50 g/l erhoht 
wird. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, 25 
dadurch gekennzeichnet. dass die wasserige 
Apolipoprotein- tdsung oder die Lipid-Detergens- 
Losung bei einem pH-Wert im Bereich von pH 6 

bis pH 9 gepuffert ist. 

30 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet dass die wdsserige 
Apolipoprotein-Ldsung oder die Lipid-Detergens- 
Losung bei einem pH-Wert im Bereich von pH7.5 

- 8.5 gepuffert ist 35 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Produkt auf 
eine Proteinkonzentration von 5 - 50 g/l einge- 
stellt wird und die Lyophilisation der Losung zur 40 
Stabilisierung des Produktes in Gegenwart von5- 
15% eines Disaccharides wie Saccharose oder 

von 2-10% eines Monosaccharides wie Mannit 
erfolgt. 
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